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摘要 目的 : 分 析 和 确认 转录 因子 DLX1 在 骨 形 态 发 生 有 蛋白 9 (Bone Morphogenetic Protein 9， 
BMP9) 诱导 的 间 充 质 干 细胞 C3H10T1/2 成 骨 分 化 中 的 作用 。 方 法 : ”首先 ，BMP9 腺 病毒 感染 
C3H10T1/2 细 胞 ，RT-PCR 和 Western Blot 检 测 下 DLX1 表 达 变 化 ; 随后 ， 利 用 重组 腺 病毒 技术 
分 别 过 表达 DLX1 和 RNA 干 扰 (RNA Intenference, RNAi) 抑制 DLX1 的 表达 ， 并 利用 碱 性 磷酸 
酶 (Alkal ine Phosphatase, ALP) 染色 、 钙 盐 沉 积 实验 ( 昔 素 红 染 色 )， 免 疫 细胞 化 学 检测 骨 
45% (Osteocalcin, OCN) 表达 和 裸 筷 皮 下 异 位 成 骨 实 验 分 析 DLX1 对 于 BMP9 诱 导 的 C3H10T172 
细胞 成 骨 分 化 的 影响 。 荧 光 素 酶 报告 基因 实验 和 Western Blot 分 析 DLX1 对 于 BMP9 诱 导 的 
C3H10T1/2 细 胞 Smad1/5/8 信 号 途径 的 影响 。 结 果 : BMP9 可 以 促进 C3H10T1/2 细 胞 中 DLX1 基 因 
和 蛋白 表达 水 平 ; 过 表达 DLX1 在 体外 可 进一步 促进 BMP9 诱 导 的 C3H10T1/2 细 胞 的 ALP 活 性 、 饮 
盐 沉 积 以 及 0CN 的 表达 ， 过 表达 DLX1 亦 可 促进 BMP9 诱 导 的 裸 鼠 皮下 异 位 成 骨 ; 反之 ，RNAi 抑 
制 DLX1 表 达 后 ， 由 BMP9 诱 导 的 C3H10T1/2 细 胞 的 ALP 活 性 、 钙 盐 沉积 、0CN 表 达 和 裸 鼠 皮下 异 
位 成 骨 均 相应 均 受 到 抑制 。 过 表达 DLX1 可 进一步 增强 BMP9 诱 导 的 C3H10T1/2 细 胞 中 
Smad/1/5/8 的 转录 调控 活性 ,RNAi 降 低 DLX1 表 达 则 可 抑制 BMP9 诸 导 Smad/1/5/8 的 转录 调控 活 
性 。 但 是 , 无 论 过 表达 DLX1 和 RNAi 降 低 DLX1 表 达 均 不 会 对 BMP9 诱 导 的 Smad/1/5/8 磷 酸化 造成 
影响 。 结 论 : DLX1 可 以 调节 BMP9 诱 导 的 间 充 质 干 细胞 3H10T1/2 细 胞 成 骨 分 化 ， 其 调节 作用 
可 能 是 通过 影响 Smad1/5/8 信 号 的 转录 调控 活性 而 实现 的 。 
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Abstract Objective: To confirm the effects of DLX1 on BMP9-induced osteogenic 
differentiation of C3H10T1/2 mesenchymal stem cells. Methods: C3H10T1/2 cells 
were infected with recombinant adenoviruses expressing BMP9. Expression level of 
DLX1 upon BMP9 stimulation was measured by RT-PCR and Western blot. Then, 
the effects of DLX1 on BMP9-induced osteogenic differentiation of C3H10T1/2 cells 
were determined by ALP staining, Alizarin red S staining, immunocytochemical and 
entopic bone formation assay. Luciferase reporter assay and Western Blot were 
conducted to analyze the activation level of Smadl/5/8 signal. Results: BMP9 
increased the DLX1 expression of C3H10T1/2 cells. BMP9-induced ALP activity, 
calcium deposition and OCN expression of C3H10T1/2 cells in vitro was enhanced by 
overexpression of DLXI, but was inhibited by RNAi of DLX1. Overexpression of 
DLX1 led to an increase in new bone formation compared with the BMP9 group, 
however, RNAi of DLXI resulted in a decrease in new bone formation in vivo. 
Moreover, BMP9-induced activation of Samd1/5/8 were accordingly increased along 
with overexpression of DLXI, and yet decreased along with DLX1 RNAi. 
Conclusions: Collectively, these above results implied us that DLX1 may play a 
private role in regulating BMP9-induced osteogenic differentiation of MSCs at last 


partly through Smad1/5/8 signal activation. 


间 充 质 王 细胞 (Mesenchymal Stem Cells, MSCs) 是 一 类 具有 自我 更 新 和 多 
向 分 化 潜能 的 成 体 干细胞 , 在 骨髓 中 含量 尤为 丰富 , 在 适宜 条 件 下 可 向 骨 、 软骨 、 
肌肉 等 组 织 分 化 中。 目前 MSCs 已 成 为 骨 组 织 工程 重要 的 种 子 细胞 。 骨 形态 发 生 
蛋白 (Bone Morphogenetic Proteins, BMPs) 属于 转化 生长 因子 B〈Transforming 
Growth Factors p, TGFB) 超 家 族 成 员 ， 因 其 具有 诱导 骨 形 成 的 能 力 而 得 名 记 ， 在 
众多 BMPs "F, KR BMP2，BMP4，BMP6 和 BMP7 外 ，BMP9 也 被 证 实 具有 极 
昌 的 诱导 MSCs 成 骨 分 化 的 作用 外 。 但 其 相关 的 分 子 机 制 还 不 其 清楚 。 

DLX (Distal-less Homeobox) 属于 同 源 异形 盒 基 因 家 族 , TEA HEN WN 
广泛 存在 并 具有 高 度 保 守 性 ，DLX 家 族 包 括 至 少 6 个 成 员 即 DLXI-DLX6U!, 
DLX 家 族 成 员 在 胚胎 和 器 官 发 育 、 细 胞 分 化 、 肿 瘤 发 生 等 领域 均 发 挥 重 要 的 调 


au 
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JEH., 在 DLX 家 族 中 , DLX5 是 公认 的 成 骨 分 化 的 关键 因子 中， 也 是 BMP9 
诱导 成 骨 分 化 时 的 重要 调节 分 子 H0。 而 DLX2 和 DLX3 等 也 被 证 实 与 骨 形 成 关 
RABY, FART, (EA DLX 家 族 成 员 ，DLX1 是 否 也 与 骨 形 成 和 成 骨 分 化 有 
关 ， 目 前 知之 甚 少 。 因 此 ， 本 研究 旨 在 观察 DLXI 对 BMP9 诱导 的 MSCs 成 骨 
分 化 的 影响 ， 并 初步 探讨 潜在 分 子 机 制 。 


1 材料 与 方法 


1. 1 材料 

BMP9 腺 病毒 (Ad-BMP9)、 和 对 照 腺 病毒 (Ad-GFP) 由 芝加哥 大 学 分 子 肿 
瘤 实 验 室 何 通 川 教授 惠 赠 ; DLX1 过 表达 腺 病毒 (Ad-DLX1)、DLXI1 的 RNAi 
腺 病毒 (Ad-siDLX1)， 殉 光 素 酶 报告 质粒 p12xSBE 由 重庆 医科 大 学 临床 检验 诊 
断 学 实验 室 保 存 ， 小 鼠 间 充 质 干细胞 株 C3H10T1/2 购 自 美国 典型 菌 种 保藏 中 心 

(CATCC ); 碱 性 磷酸 酶 (ALP) 定 量 检测 试剂 盒 购 自 Clontech 公司 ; napthol AS-MX 

phosphate, HÆR CAB- HA PEA L SW E] Sigma 公司 ; RNA 提取 试剂 
Trizol JJ A Invitrogen 公司 ; MMLV 逆转 录 酶 购 自 Takara 公司 ;PCR 引物 由 Takara 
公司 合成 ， DMEM 高 糖 培养 基 和 优质 胎 牛 血清 购 自 Hyclone 公司 。 其 它 试剂 均 
为 进口 分 装 或 国产 分 析 纯 。 

实验 动物 选用 3-4 周 龄 的 健康 雌性 免疫 缺陷 型 BALB/c 裸 鼠 ， 购 自重 庆 医 科 
大 学 实验 动物 中 心 ， 室 温 喂养 于 无 菌 层 流 动物 房 内 ， 空 气 湿 度 为 60% 左 右 ， 饲 料 
和 水 消毒 后 自由 进食 。 
1. 2 方法 
1.2.1 细胞 培养 ”C3H10T1/2 细胞 用 DMEM 完全 培养 基 ， 在 37°C. 5%CO> 细胞 
培养 箱 中 进行 培养 ， 待 细胞 融合 度 达 80% 左 右 时 ， 用 胰 和 蛋白酶 消化 ， 进 行 传代 。 

1.2.2 细胞 总 RNA 的 提取 和 RT-PCR 将 C3H10T1/2 细 胞 接种 至 工 25 细 胞 培养 瓶 中 ， 

待 细胞 密度 为 30% 左 右 时 ， 分 别 加 入 Ad-BMP9 和 Ad-GFP 腺 病毒 感染 (感染 率 3 
0%), 48 小 时 观察 到 荧光 表达 后 , Tirizol 法 提取 细胞 总 RNA( 按 操作 说 明 书 进行 )。 
随后 进行 RT-PCR 检 测 DLX1 的 表达 ， 引 物 序 列 如 下 : DLX1 Fwd Primer: TGTC 
TCCTTCTCCCATGTCC, DLX1 Rev Primer: GAACTGATGTAGGGGCTGGA. 


1.2.3 ALP 活性 测定 ”把 C3H10T1/2 细胞 按 2x104 孔 的 数量 接种 至 24 孔 板 ， 待 细 
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胞 融合 度 达 30% 左 右 时 加 入 相应 腺 病毒 (感染 率 30%)，8h 后 换 液 ， 随 后 连续 培 
F 7d 后 进行 ALP 染色 (按说 明 书 进行 )。 

1.2.4 钙 盐 沉积 实验 JE C3H10T1/2 细胞 按 2x104 和 孔 的 数量 接种 至 24 孔 板 ， 待 细 
胞 融合 度 达 30% 左 右 时 加 入 相应 腺 病毒 (感染 率 30%)，8h 后 换 液 ， 随 即 连续 培 
养 14d 后 ， 进 行 茜 素 红 染 色 ， 方 法 如 下 : 弃 去 培养 基 ， 用 PBS 洗 三 次 ， 每 孔 加 
入 0.05% 戊 二 醛 溶液 300u 固定 10min, WERI H ddH20 洗 三 次 ， 然 后 加 
入 0.0496] E REL S, 在 显微镜 下 观察 , 待 出 现 红色 颗粒 物质 堆积 时 , 倒 掉 染 液 ， 
加 ddH20 终止 反应 ， 再 用 ddH20 清洗 一 遍 ， 显 微 镜 下 观察 并 成 像 。 

1.2.5 Western Blot  C3H10T1/2 细胞 接种 于 直径 100mm 的 培养 下 中 ， 待 细胞 贴 
壁 后 加 入 相应 腺 病毒 (( 感 染 率 30%), 48h 后 裂解 细胞 并 提取 和 蛋白 , 经 SDS-PAGE 
电泳 、 转 膜 、 封 闭 液 封 闭 、 一 抗 (1: 500 稀释 ) 4C 孵 育 过 夜 、 二 抗 〈1:5000 Fi 
TE) 3TCÜES Ih 等 过 程 后 ， 显 影 成 像 保 存 。 

1.2.6 免疫 细胞 化 学 ”C3H10T1/2 细 胞 按 2x104/ 孔 接种 于 24 孔 板 ， 待 细胞 融合 度 
达 30% 左 右 时 加 入 相应 腺 病毒 〈( 感 染 率 30%)，7d 后 进行 免疫 细胞 化 学 染色 。 步 
又 如 下 : 吸 弃 培养 基 ，PBS 洗 两 次 ，4% 多 聚 甲醛 固定 10min，PBS 洗 两 次 ; 
0.25%TriTonX- 100/25 iim HF 10min, PBSA; 3%H2O2 室 温 孵 育 10min，PBS 洗 三 
次 ， 每 次 3min; 1:20 稀 释 后 的 OCN 一 抗 在 4C 孵 育 过 夜 ，PBS 洗 3 次 ， 每 次 3min; 
1:50 Je I] — L3 7C EE; 10-15min, PBSI, BEY3min; DAB 显 色 ， 室 温 
5min 后 终止 ，ddH20 冲 洗 2 次 ， 苏 木 精 复 染 3min，ddH2O 冲 洗 2 次 ， 显微镜 下 观察 。 
1. 2.7 荧光 素 酶 报告 基因 实验 ”C3H10T1/2 细胞 接种 于 T-25 细胞 培养 瓶 中 , 细胞 融 
合 度 达 约 30% 时 ， 将 3 ug 荧光 素 酶 报告 质粒 p-12xSBE 45 15u 脂 质 体 混合 ， 加 
入 到 250hl 无 血清 无 双 抗 DMEM 培养 基 中 , FA 15min 后 转 染 C3H10T1/2 细胞 。 
转 染 6h 后 ， 更 换 培养 液 ， 继 续 培 养 细 胞 过 夜 。 随 后 铺 入 24 孔 板 中 ， 待 细胞 贴 壁 
后 加 入 相应 腺 病毒 〈( 感 染 率 30%)。12h 或 24h 后 裂解 细胞 离心 ， 取 上 清 与 荧光 
素 酶 底 物 反应 ， 定 量 检测 。 

1.9.8 动物 实验 和 组 织 化 学 染色 ”C3H10T1/2 细胞 接种 至 100mm 培养 下 中 , 待 细胞 
融合 度 约 为 40% 时 ， 加 入 适量 相应 腺 病毒 感染 (感染 率 30%， 动 物 实验 共 分 为 3 
组 ， 分 别 为 : BMP9 组 ，BMP+DLX1 组 、BMP9+siDLX1 组 )， 感 染 后 继续 培养 
24h， 弃 去 培养 基 收 集 取 细胞 ， 用 含 100unit/ml EX Fl 100mg HANK PBS 
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重 悬 细胞 ， 并 接种 于 BALB/c 裸 鼠 背部 ， 每 周 观察 裸 鼠 皮下 成 骨 包 块 的 大 小 。 细 
胞 接种 4 周 后 ， 断 颈 处 死 裸 鼠 ， 取 皮下 包 块 观察 大 小 并 成 像 。10% 甲 醛 固 定 裸 鼠 
皮下 骨 组 织 包 块 ， 并 用 Micro-CT (VivaCT 40, 瑞士 ) 扫 描 ， 相 应 软件 (Micro-CT 
516.1) 进 行 三 维 重 建 和 数据 分 析 。 皮 下 包 块 经 脱 钙 ， 石 螨 包 埋 切 片 ，H&E 染色 观 


察 包 块 内 的 成 骨 情 况 ， 成 像 并 保存 。 
1.2.9 统计 分 析 计量 资料 以 均 数 土 标准 差 (x Eso 表示 ， 组 间 比 较 采 用 单 因素 方 
差分 析 ， 两 组 间 比 较 采 用 t 检 验 ， 统 计 学 分 析 用 SSPS17 软件 包 处 理 。 


2 结果 


2. 1 BMP9 促进 C3H10T1/2 细胞 中 DLX1 的 表达 

RT-PCR 检测 BMP9 腺 病毒 感染 感染 率 30%) C3H10T1/2 细胞 后 DLX1 的 
基因 表达 水 平 ， 结 果 显 示 : BMP9 可 以 上 调 C3H10T1/2 细胞 中 DLX1 基因 的 表 
达 (图 1A， 图 1B )。Western Blot 检测 BMP9 腺 病毒 感染 后 ，C3HI10TL/2 细胞 中 
DLX1 的 蛋白 表达 水 平 ， 结 果 显 示 ，BMP9 也 可 增强 C3HIOTU2 细胞 中 DLXI 
蛋白 的 表达 (图 1C， 图 1D )。 因 此 ，BMP9 可 促进 C3HIOTU2 细胞 中 DLX1 的 
表达 。 


B z 2.5 火 火 
B al 
< 人 
A Blank Ad-GFP Ad-BMP9 T 
DIx1 ` S 
Saf] 
Gapgh $ ~ 0.5 
2 Ml F 
Blank Ad-GFP Ad-BMP9 
D 号 1 
** 
C Blank Ad-GFP Ad-BMP9 p." f 
DLX! Jd eer HIT 
Pun — ;3: 
三 02 上 
č 0 L L A. n 
Blank Ad-GFP  Ad-BMP9 
1 BMP9 上 调 C3H10T1/2 细胞 中 DLX1 的 表达 


Fig.1 BMP9 enhances the expression level of DLX1 in C3H10T1/2 cells 
(A) and (B) the gene expression level of DLX1 was detected by RT-PCR after exogenous 
Ad-BMP9 infection for 48 h; (C) and (D) the protein expression level of DLX1 was detected by 
Western blot after exogenous Ad-BMP9 infection for 72 h. GAPDH and f-actin were used as 
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loading control, separately. **P «0.01 compared with Blank and Ad-GFP 
2.2 过 表达 DLX1 可 促进 BMP9 诱导 的 C3H10T1/2 细胞 成 骨 分 化 


首先 ，Western Blot 验证 DLX1 过 表达 腺 病毒 可 在 C3H10T1/2 细胞 高 表达 
DLX1 蛋白 (图 2A)。 随 后 ,利用 DLX1,BMP9,BMP9+DLXI1 分 别处 理 C3H10T1/2 
细胞 ， 染 色 检 测 早期 成 骨 分 化 指标 ALP 活性 发 现 : 虽然 DLX1 单独 处 理 并 不 会 
影响 C3H10T1/2 细胞 的 ALP 活性 , 但 是 DLX1 却 可 以 进一步 促进 由 BMP9 诱导 
的 ALP 活性 (图 2B)。 利 用 匡 素 红 染 色 和 人 免疫 细胞 化 学 分 别 检测 晚期 成 骨 指 标 
钙 盐 沉积 和 OCN 表达 , 结果 显示 : DLX1 可 以 增强 由 BMP9 诱导 的 钙 盐 沉积 C 
2C) 和 OCN 表达 (图 2D)。 因 此 , 过 表达 DLX1 可 促进 BMP9 诱导 的 C3H10T1/2 
细胞 成 骨 分 化 


A Blank Ad-RFP Ad-DLXI 


DLX! ME 


C Blank BMP9 BMP9*DLXI  DLXI 


Me 元 3 Va Va“ 


2 DLX1 增强 BMP9 诱导 C3H10T1/2 细胞 成 骨 分 化 
Fig.2 DLX1 promotes BMP9-induced osteogenic differentiation in C3H10T1/T cells 
(A) The expression of DLX1 was detected by Western blot after exogenous Ad-DLX1 adenovirus 
infection for 72 h in C3H10T1/2 cells. | (B) Overexpression of DLX1 promoted BMP9-induced ALP 
activity in C3H10T1/2 cells (ALP staining assay). (C) Overexpression of DLX1 promoted 
BMP9-induced calcium deposition in C3H10T1/2 cells (Alizarin Red S staining). (D) Overexpression 
of DLX1 promoted BMP9-induced OCN expression in C3H10T1/2 cells (Immunocytochemistry 


assay, x150). 
2.3 RNAi 抑制 DLX1 可 减弱 BMP9 诱导 的 C3H10T1/2 细胞 成 骨 分 化 


首先 ，Western Blot 验证 DLX1 的 RNAi 腺 病毒 (Ad-siDLX1) 可 抑制 C3H 
10T1/2 细胞 中 DLX1 的 表达 (图 3A)。 随 后 ALP 染色 结果 显示 : RNAi 抑制 DL 
X1 表达 可 导致 BMP9 诱导 的 C3H10T1/2 细胞 ALP 活性 降低 (图 3B)。 随 后 利 
用 药 素 红 染 色 和 免疫 细胞 化 学 分 别 检测 晚期 成 骨 指 标 钙 盐 沉积 和 OCN 表达 ， 结 
果 显 示 : RNAi 抑制 DLX1 表达 后 ,由 BMP9 诱导 的 C3H10T1/2 细胞 钙 盐 沉积 ( 
3C) 和 OCN 表达 (图 3D) 相应 减弱 。 因 此 ， 抑 制 DLX1 表达 ， 可 减弱 BMP9 
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诱导 的 C3H10T1/2 细胞 成 骨 分 化 。 
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3 RNAi 抑制 DLX1 表达 可 减弱 BMP9 诱导 C3HI0T1/2 细胞 成 骨 分 化 

Fig.3 Inhibition of DLX1 by RNAi decreases BMP9-induced osteogenic differentiation in 
C3HIOTI/T cells 

(A) The expression of DLX1 was detected by Western blot after exogenous Ad-siDLX1 adenovirus 
infection for 72 h in C3H10T1/2 cells. (B) Inhibition of DLX1 by RNAi decreased BMP9-induced 
ALP activity in C3H10T1/2 cells (ALP staining assay). (C) Inhibition of DLX1 by RNAi inhibited 
BMP9-induced calcium deposition in C3H10T1/2 cells (Alizarin Red S staining). (D) Inhibition of 
DLX1 by RNAi reduced BMP9-induced OCN expression in C3H10T1/2 cells (Immunocytochemistry 
assay, x150). 


2.4 DLX1 可 影响 BMPS 诱导 的 C3H10T1/2 细胞 在 裸 鼠 皮下 异 位 成 骨 

最 后 ， 裸 鼠 皮 下 异 位 成 骨 进 一 步 分 析 DLX1 对 BMP9 诱导 的 C3HIOTI/2 细 
胞 成 骨 分 化 的 影响 。 首 先 ， 发 现 与 BMP9 组 相 比 ，BMP9+siDLX1 的 皮下 包 块 明 
显 较 小 ， 而 BMP9+DLX1 组 皮下 包 块 则 进一步 增 大 (图 4A)。Micro-CT 分 析 发 
现 ， 与 BMP9 组 相 比 ，BMP9+siDLX1 组 的 包 块 体积 (TV)、 上 骨 体 积 (BV) 以 及 
骨 体 积 与 总 体积 中 的 比值 CBV/TVO 相应 下 降 (图 4B, 图 4C), 而 BMP9+DLX1 
组 皮下 包 块 的 TV，BV 及 BV/TV 均 进 一 步 增 加 (图 4B， 图 4C)。H&E RET 
示 : BMP9+siDLX1 组 中 骨 小 梁 的 数量 减少 ,而 BMP9+DLX1 组 中 骨 小 梁 的 数量 
进一步 增加 。 因 此 ， 过 表达 DLXI 可 使 BMP9 诱导 的 C3H10T1/2 细胞 在 裸 鼠 皮 
下 异 位 成 骨 进 一 步 增强 ， 而 RNAi 抑制 DLX 表达 后 ， 可 使 BMP9 诱导 的 
C3H10T1/2 细胞 在 裸 鼠 皮下 异 位 成 骨 减 弱 。 
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4 DLX1 对 BMPS 诱导 的 C3H10T1/2 细胞 裸 鼠 皮下 异 位 成 骨 的 影响 
Fig.4 The effects of DLX1 on BMP9-induced entopic bone formation of C3H10T1/2 cells 
(A) Gross image of retrieved sample. (B) 3D reconstruction of bone masses by Micro-CT analysis. 
(C) Total volume (TV), bone volume (BV) and BV/TV of retrieved sample by Micro-CT analysis. 
(D)H&E staining of retrieved sample (x150, BT: Bone Trabecula). *P «0.05 compared with BMP9, 
**P «0.01 compare with BMP9 


2.5 DLX1 可 影响 BMPS 诱导 的 Smad1/5/8 信号 的 活化 

BMP9 可 以 通过 经 典 的 Smad1/5/8 信号 发 挥 诱 导 成 骨 分 活性 。 因 此 ， 利 用 痰 
光 素 酶 报告 基因 实验 确实 DLX1 是 否 影响 BMP9 诱导 的 Smad1/5/8 信号 的 活化 ， 
结果 显示 : 过 表达 DLXI 可 促进 BMP9 诱导 的 Smad1/5/8 的 转录 调控 活性 , 使 得 
荧光 素 酶 活性 增加 ， 反 之 ，RNAi 抑制 DLX1 后 ，BMP9 诱导 的 Smad1/5/8 的 转 
录 调 控 活 性 降低 。 故 DLX1 可 影响 BMP9 诱导 的 Smad1/5/8 信号 的 活化 。 然 而 ， 
通过 Western blot 检测 却 发 现 ; 无 论 过 表达 DLX1 M RNAi 抑制 DLX1, BMP9 
诱导 的 Smad1/5/8 磷酸 化 并 未 发 生 改 变 。 
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4 DLX1 对 BMP9 激活 的 Smad 信号 的 影响 
Fig.4 The effects of DLX1 on BMP9-induced Smad activation 
(A) The effects of DLX1 on BMP9-induced Smad1/5/8 transcriptional activity (luciferase reporter 
assay). (B) and (C) The effects of DLX1 on BMP9-induced Smad1/5/8 phosphorylation (Western 
Blot). *P «0.05 compared with BMP9, **P «0.01 compare with BMP9 


3 Wit 
定向 诱导 种 子 细胞 如 MSCs 等 成 骨 分 化 , 一 直 是 骨 组 织 工程 中 的 一 个 核心 问 

题 。BMPs 家 族 中 的 BMP2、BMP4、BMP6 和 BMP7 等 均 可 诱导 MSCs 成 骨 分 
化 。 近 来 研究 表明 ，BMPs 家 族 中 的 另 一 成 员 BMPS 具有 更 为 强 效 的 促进 MSCs 
成 骨 分 化 的 能 力 ， 甚 至 超过 已 在 临床 使 用 的 BMP2 和 BMP7B]。 在 相关 机 制 研究 
中 发 现 :BMP9 可 活化 Smad1/5/8、MAPK、CREB/PKA $A 4:38 1605-141, 而 Runx2、 
Id. CTGF 等 转录 因子 是 BMP9 诱导 MSCs 成 骨 分 化 时 重要 的 调控 分 子 0314。 尽 
管 如 此 , 由 于 对 BMP9 诱导 成 骨 的 研究 起 步 相 对 较 晚 , 目前 对 于 BMP9 诱导 MSCs 
成 骨 分 化 分 子 机制 的 了 解 还 不 够 深入 。 

在 骨 发 育 的 晚期 阶段 ， 所 有 DLX 家 族 成 员 在 分 化 的 骨 组 织 中 都 有 表达 ， 表 明 
了 DLX 家 族 在 骨 形 成 中 的 洪 在 重要 作用 513。DLX 家 族 中 DLX5 是 成 骨 分 化 的 关 
键 调控 因子 ， 基 因 敲 除 DLX5 可 以 导致 骨 形 成 障碍 09，DLX5 也 是 BMP9 诱 导 成 骨 
分 化 的 重要 靶 分 子 t0。.DLX2、DLX3、DLX4 均 已 被 证 实 与 成 骨 分 化 相关 07。DLX1 
是 同 源 异 形 盒 DLX 家 族 的 重要 成 员 ，DLXI1 在 发 育 和 细胞 分 化 方面 的 研究 ， 主 要 
集中 于 神经 分 化 领域 0820， 但 在 成 骨 分 化 研究 中 报道 极 少 。 在 本 研究 中 发 现 ， 
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BMP9 可 以 促进 间 充 质 干 细胞 C3H10T1/2 中 DLX1 的 表达 ， 因 此 ，DLX1 极 可 能 
有 调节 BMP9 诱 导 成 骨 分 化 的 作用 。 随 后 的 体外 和 体内 实验 均 证 实 ，DLX1 可 调 
控 BMP9 诱 导 的 C3H10T1/2 细 胞 成 骨 分 化 ， 上 调 DLX1 表 达 可 以 促进 BMP9 诱 导 的 
C3H10T1/2 细 胞 成 骨 分 化 ， 下 调 DLX1 表 达 可 抑制 BMP9 诱 导 的 C3H10T1/2 细 胞 成 
骨 分 化 。 在 裸 鼠 皮下 异 位 成 骨 实 验 中 ， 发 现 过 表达 的 DLX1 可 以 促进 BMP9 诱 导 
的 裸 鼠 皮下 异 位 成 骨 ， 成 骨 数 量 和 质量 明显 高 于 BMP9 单 独处 理 组 ，H&E 染 色 可 
见 骨 小 梁 明显 增多 ; 而 RNAi 抑 制 DLX1 的 表达 则 导致 BMP9 诱 导 的 成 骨 数 量 和 质 
量 下 降 ， 使 得 骨 小 梁 生成 减少 。 

Smadl1/5/8 信 号 是 BMP9 诱 导 成 骨 分 化 的 重要 信和 号 途径 之 一 叫 ， 那 么 ，DLXI1 
是 否 会 影响 Smad1/5/8 信 号 的 活化 昵 。 结 果 显 示 : DLX1 可 以 影响 BMP9 诱 导 的 
Smad1/5/8 的 转录 调控 活性 ， 但 是 对 Smad1/5/8 的 磷酸 化 (Smad1/5/8 的 活化 形式 ) 
并 无 明显 影响 。 由 此 推测 ，DLXI1 可 能 以 辅助 因子 〈Co-factor) 的 方式 促进 
Smadl1/S/8 的 转录 调控 活性 ， 而 非 以 直接 改变 Smad1/3/8 磷 酸化 来 发 挥 作 用 。 

总 之 ， 以 上 结果 表明 DLX1 可 调控 BMP9 诱 导 的 MSCs 成 骨 分 化 ， 其 调控 作用 
可 至 少 通过 影响 Smad1/5/8 信 号 途径 来 实现 。 而 实际 上 ，BMP9 调 控 MSCs 成 骨 分 
化 的 信号 转 导 网 络 涉及 众多 信号 途径 和 下 游 的 多 种 转录 因子 ， 具 有 高 度 复 杂 性 。 
在 后 期 的 实验 工作 中 将 进一步 分 析 DLX1 与 该 网 络 中 的 其 它 信号 途径 (如 MAPK 
等 ) 的 交互 对 话 ， 及 与 其 它 成 骨 关 键 转 录 因子 (如 Runx2 等 ) 的 相互 作用 。 
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